
基于网络药理学和分子对接探讨益肾通络补气方对少弱精症大鼠雌激

素受体的影响

李新阳１， 　 孙自学２∗

（１． 河南中医药大学， 河南 郑州 ４５００４６； ２． 河南省中医院， 河南 郑州 ４５０００２）

收稿日期： ２０２０⁃１０⁃０４
基金项目： 国家自然科学基金 （８１６０３６３２）； 河南省中医药科学研究专项课题重大专项 （２０１８ＺＹＺＤ１０）
作者简介： 李新阳 （１９９４—）， 男， 硕士生， 研究方向为中医药防治男性疾病。 Ｔｅｌ： １６６３８０５５６１９， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｘｙ１７６９５６８３６４＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 孙自学 （１９６４—）， 男， 硕士， 教授， 主任医师， 博士生导师， 研究方向为中医药防治不孕不育症、 性功能障碍、 精囊

炎、 附睾炎等男科杂病以及泌尿系各种感染性疾病。 Ｔｅｌ： （０３７１） ６０９０８７３０， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｓｕｎｈｈｚｘ＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 基于网络药理学和分子对接探讨益肾通络补气方对少弱精症大鼠雌激素受体的影响。 方法　 采用网络药

理学和分子对接， 预测益肾通络补气方治疗少弱精症的关键靶点， 考察该方对大鼠睾丸、 附睾指数、 精子浓度与活

力、 关键靶点雌激素受体 α （ＥＲα） 蛋白表达的影响。 结果　 共得到 １７ 个潜在靶点， ＥＲα 在其中起到关键作用。 与

空白组比较， 模型组大鼠睾丸、 附睾脏器指数， 精子浓度与活力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益肾通络补气方

高、 中、 低组均可不同程度改善大鼠睾丸、 附睾脏器指数， 精子浓度与活力 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与空白组比较， 模型组 ＥＲα
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益肾通络补气方低、 中、 高剂量组 ＥＲα 蛋白表达均增高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）。
结论　 益肾通络补气方可通过调节 ＥＲα 表达来达到治疗少弱精子症的作用。
关键词： 益肾通络补气方； 少弱精子症； 雌激素受体； 网络药理学； 分子对接

中图分类号： Ｒ９６６　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２１）１１⁃３２１６⁃０６
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２１􀆰 １１􀆰 ０５５

　 　 目前， 不孕不育已成为全球性的公共问题， 约有 ２０％
的育龄夫妇受其困扰， 男性因素中的少弱精子症既是男性

不育的主要原因之一， 也是诸多生殖健康机构的重要研究

课题［１］ 。 少精子症 （Ｏｌｉｇｏｓｐｅｒｍｉａ） 是指禁欲 ３～ ５ ｈ 后检查

精 液， 精 子 密 度 小 于 ２０ × １０６ ／ ｍＬ［２］ ； 弱 精 子 症

（Ａｓｔｈｅｎｏｓｐｅｒｍｉａ） 则是指男性禁欲 ２ ～ ７ ｄ 后检查精液， 前

向运动精子百分率＜３２％ 或 （前向运动＋非前向运动） 精子

百分率＜４０％ ， 且精子浓度＜１５×１０６ ／ ｍＬ［３］ ， 二者合称少弱

精子症， 是引起男性不育最常见的病因之一。 男性精子生

成障碍是环境因素和遗传因素相互作用的结果， 主要由生

殖道感染、 内分泌激素紊乱、 精索静脉曲张、 免疫异常及

理化等复杂因素引起［４］ 。
《诸病源候论》 曰： “丈夫无子者， 其精清如水， 冷如

冰铁， 皆为无子之候”。 因此， 中医认为少弱精子症与古

籍中 “精少” “精冷” “精清” 类似， 其主要病机多为肾中

精气受损， 致肾阴、 肾阳平衡失调， 从而形成阴阳俱损的

表现。 病因由于先天不足、 房劳过度、 内伤七情、 饮食不

节等， 影响生殖功能， 故本病治则多以滋阴补阳、 补肾填

精为主。 益肾通络补气方， 由菟丝子、 淫羊藿、 黄芪、 党

参、 枸杞子、 川牛膝、 熟地黄等药物组成， 是河南省中医

院孙自学教授临床经验方， 具有补肾填精、 健脾益气、 活

血通络之效。 运用中医学 “肾藏精， 主生殖” “阴为体，
阳为用” 理论， 以该方治疗少弱精子症增强其补肾填精疗

效。 方中菟丝子、 淫羊藿具有补益肾阳、 固精缩尿之功效，
黄芪、 党参则能固表补中益气， 枸杞子滋肾补肝， 川牛膝

逐瘀通络， 熟地黄滋阴补血， 此为益肾通络补气方中主要

药物。 在现代药理学研究中诸药也具有抗氧化、 抑制生精

细胞凋亡等作用， 这些对于精子的生成、 成熟都具有重要

意义［５］ 。 为进一步研究益肾通络补气方的功效， 本研究拟

采用网络药理学方法和分子对接技术， 从分子水平分析益

肾通络补气方中有效成分， 预测其作用靶点及相关信号通

路， 并设计相关实验进行验证， 以期能阐明益肾通络补气

方治疗少弱精子症的作用机制。
１　 网络药理学

１􀆰 １　 药物活性成分筛选及活性成分靶点预测 　 以 “菟丝

子” “淫羊藿” “枸杞子” “黄芪” “熟地黄” “党参” “川
牛膝” “白术” “陈皮” 为关键词， 从中药系统药理学数据

库 及 分 析 平 台［６］ （ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｓｙｓｔｅｍｓ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ Ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｐｌａｔｆｏｒｍ， ＴＣＭＳＰ） 和中

医药整合药理学研究平台［７］ （ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ⁃ｂａｓｅｄ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｌａｔｆｏｒｍ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ＴＣＭＩＰ ）
中检索上述 ９ 味药材的化学成分， 并以生物利用度

（ＯＢ） ≥３０％ 、 药物相似度 （ＤＬ） ≥０􀆰 １８ 为标准进行活性

成分筛选。
１􀆰 ２　 益肾通络补气方治疗少弱精症相关靶点筛选　 以关键

词 “Ｏｌｉｇｏｓｐｅｒｍｉａ” “Ａｓｔｈｅｎｏｓｐｅｒｍｉａ” 在 ＰｈａｒｍＧｋｂ 数据库
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（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｈａｒｍｇｋｂ． ｏｒｇ ／ ）、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数 据 库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ） 中检索， 得到少弱精子症

相关靶点， 并与活性成分靶点与疾病靶点进行匹配， 相同

靶点即为益肾通络补气方治疗少弱精子症潜在靶点。 采用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ｖ３􀆰 ７􀆰 ２ 软件， 构建药物⁃活性成分⁃潜在靶点⁃疾病

可视化联系。
１􀆰 ３　 蛋白相互作用网络构建　 将益肾通络补气方治疗少弱

精子症潜在靶点导入 Ｓｔｒｉｎｇ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ．
ｏｒｇ ／ ） 进行分析， 将结果导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ｖ３􀆰 ７􀆰 ２ 软件构建网

络图， 根据 Ｄｅｇｒｅｅ 值进行关键靶点分析。
１􀆰 ４　 基因本体论 （ＧＯ） 功能、 京都基因与基因组百科全

书 （ＫＥＧＧ） 通路分析 　 使用 Ｒ 语言软件 ３􀆰 ６􀆰 ３ 版程序包

Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｐｒｏｆｉｌｅｒ ３􀆰 １􀆰 ２， 对益肾通络补气方治疗少弱精子症

的潜在靶点进行 ＧＯ 功能注释和 ＫＥＧＧ 通路富集分析， 设

置阈值 Ｐ＜０􀆰 ０５， 绘制柱状图与气泡图。
１􀆰 ５　 分子对接　 根据 “益肾通络补气方⁃有效成分⁃靶点⁃少
弱精症” 网络与益肾通络补气方治疗少弱精症潜在靶点蛋

白互作网络 Ｄｅｇｒｅｅ 值分析结果， ＫＥＧＧ 富集分析结果结合

相关文献， 发现 ＥＳＲ１， 即雌激素受体 α （ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
α， ＥＲα） 为益肾通络补气方治疗少弱精症的核心靶点

（ＥＲα 在 ２ 个网络中的 Ｄｅｇｒｅｅ 值分别为 １９、 ５６）。 将 ＥＲα
对应的活性成分根据 Ｄｅｇｒｅｅ 值， 筛选出排名前三的活性分

子 分 别 为 柚 皮 素 （ ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ ）、 芒 柄 花 黄 素

（ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ）、 川陈皮素 （ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ）。
在 ＰＤＢ 和 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库中， 分别获取 ＥＲα 的 ＰＤＢ

格式文件和 ＥＲα 原配体雷洛昔芬 （ ｒａｌｏｘｉｆｅｎｅ）、 ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ、
ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ、 ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ 的 ＳＤＦ 文件， 采用 Ｐｙｍｏｌ 软件对

ＥＲα 蛋白去水、 加氢后， 利用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ Ｖｉｎａ１􀆰 １􀆰 ２ 软件进

行分子对接。 以 ＥＲα 与原配体的结合能为参考， 将结合

能≤－５􀆰 ０ ｋＪ ／ ｍｏｌ 作为活性成分配体与核心蛋白受体具有较

好契合力的筛选标准［８］ ， 结合能越低， 结合活性越强， 结

构越稳定。
２　 实验验证

２􀆰 １　 材料

２􀆰 １􀆰 １　 药物　 菟丝子、 枸杞子、 熟地黄、 淫羊藿、 黄芪、
党参、 炒白术、 陈皮、 川牛膝均由河南省中医院中药房提

供， 预先加水浸泡 ４０ ｍｉｎ， 武火煎煮至沸腾， 文火分别浓

缩至 ５􀆰 ６、 ２􀆰 ８、 １􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ， 置于－４ ℃冰箱至保存。 益肾通

络补气方临床用量大致为菟丝子 ２５ ｇ、 枸杞子 １５ ｇ、 熟地

黄 １５ ｇ、 淫羊藿 １５ ｇ、 黄芪 ３０ ｇ、 党参 １５ ｇ、 炒白术１５ ｇ、
陈皮 １２ ｇ、 川牛膝 １５ ｇ， 参照 《人和动物间按体表面积折

算的 等 效 剂 量 比 值 表 》 换 算， 得 到 大 鼠 等 效 剂 量

为１４􀆰 １３ ｇ ／ ｋｇ。
２􀆰 １􀆰 ２　 试剂 　 注射用环磷酰胺 （批号 ９Ｋ３４４Ａ， 德国

Ｂａｘｔｅｒ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ ＧｍｂＨ 公司）； 兔多抗 ＥＲα （批号 Ａｂ３５７５，
英国 Ａｂｃａｍ 公司）； 兔多抗 ＧＡＰＤＨ （批号 ＡＢ⁃Ｐ⁃Ｒ００１， 杭

州贤至生物科技有限公司）； ＨＲＰ 标记兔抗羊二抗 （批号

ＢＳＴ１２Ｈ０３Ａ６０ ）、 ＨＲＰ 标 记 羊 抗 兔 二 抗 （ 批 号

ＢＳＴ１３Ｌ０４Ａ５４） （武汉博士德生物工程有限公司）。
２􀆰 １􀆰 ３　 仪器　 恒温水浴箱（太仓市实验设备厂）；ＡＥ１６０ 型

精密天平秤［梅特勒⁃托利多仪器（上海）有限公司］；ＢＸ⁃５１
型生物显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；ＭＫ⁃３ 酶标仪 （美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；蛋白印迹电泳系统（北京六一仪器厂）。
２􀆰 １􀆰 ４　 动物　 ５０ 只雄性 ＳＰＦ 级健康成年 ＳＤ 大鼠， 体质量

（２００±２０） ｇ， 购自山西医科大学实验动物中心， 实验动物

生产许可证号 ＳＣＸＫ （晋） ２０１５⁃０００。
２􀆰 ２　 方法

２􀆰 ２􀆰 １　 分组与造模　 ５０ 只大鼠适应性喂养 １ 周后， 随机选

取 ４０ 只腹腔注射环磷酰胺 ３５ ｍｇ ／ ｋｇ， 连续 ５ ｄ， 建立少弱

精症大鼠模型； 剩余 １０ 只腹腔注射等量生理盐水， 作为空

白组。 造模大鼠再随机分为模型组及益肾通络补气方高、
中、 低剂量组， 每组 １０ 只。
２􀆰 ２􀆰 ２　 给药　 空白组大鼠第 ６ 天开始， 连续 ２ 周灌胃给予

生理盐水； 模型组大鼠造模成功后， 第 ６ 天开始连续 ２ 周

灌胃给予生理盐水； 益肾通络补气方高、 中、 低剂量组造

模成功后， 第 ６ 天开始连续 ２ 周分别灌胃给予益肾通络补

气方 ２８、 １４、 ７ ｇ ／ ｋｇ （相当于临床剂量的 ２、 １、 ０􀆰 ５ 倍）。
２􀆰 ３　 指标检测

２􀆰 ３􀆰 １　 睾丸、 附睾脏器指数 　 末次给药 １２ ｈ 后， 测定各

组大鼠体质量， 腹腔注射水合氯醛麻醉， 取双侧睾丸、 附

睾， 迅速称定质量， 同只大鼠脏器质量取双侧平均值， 脏

器指数＝ （脏器质量 ／体质量） ×１００％ 。
２􀆰 ３􀆰 ２　 精液质量　 末次给药 １２ ｈ 后， 腹腔注射水合氯醛

麻醉， 取附睾， 置于 ３ ｍＬ、 ３７ ℃ 生理盐水中， 组织剪剪

碎， 静置 １ ｍｉｎ 后 ３７ ℃恒温水浴 ５ ｍｉｎ， 轻轻摇晃使精子充

分游出与生理盐水混匀， 采用 ＧＤＹＮ⁃ＳＣＡ 型全自动精子质

量分析系统分析精子浓度与活力。
２􀆰 ３􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测睾丸 ＥＲα 蛋白表达 　 提取睾丸组

织总蛋白， 在－２０ ℃下保存， 根据标准蛋白浓度和相应的

ＯＤ 值计算直线回归方程， 计算样品蛋白浓度， 经制胶、 电

泳、 转膜后， 用含 ５％ 脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 室温摇床封闭 ２ ｈ，
加入 ＥＲα （１ ∶ １ ０００） 一抗， ４ ℃孵育过夜， 清洗后加入

二抗 （１ ∶ ５０ ０００）， ３７ ℃ 摇床孵育 ２ ｈ， 清洗多余二抗，
ＥＣＬ 显色， 用 ＢａｎｄＳｃａｎ 分析胶片灰度值。
２􀆰 ４　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 网络药理学

３􀆰 １􀆰 １　 成分⁃靶点⁃疾病网络　 从 ＴＣＭＳＰ 数据库中根据 ＯＢ
与 ＤＬ 共筛选得到益肾通络补气方有效成分 １２０ 个， 见

图 １。 在 ＰｈａｒｍＧｋｂ、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库中共筛选得到 ４１３ 个

少弱精症靶点， 与有效成分对应的 ２５７ 个靶点进行匹配，
得到 １７ 个益肾通络补气方治疗少弱精子症的潜在靶点。 通

过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件将 “益肾通络补气方⁃活性成分⁃靶点⁃疾
病” 进行可视化， 见图 ２～３。
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图 １　 “中药⁃有效成分” 网络图

图 ２　 “益肾通络补气方⁃有效成分⁃靶点⁃少弱精子症”
网络图

３􀆰 １􀆰 ２　 靶点蛋白互作网络　 将 １７ 个潜在靶点导入 Ｓｔｒｉｎｇ 数

据库分析， 并保存结果为 ｔｓｖ 格式， 再将其导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
软件进行可视化， 网络图靶点中面积越大， Ｄｅｇｒｅｅ 值越大，

图 ３　 “益肾通络补气方⁃少弱精子症” 共同靶点交集图

即为在网络中为关键靶点， 见图 ４。

图 ４　 益肾通络补气方治疗少弱精子症潜在靶点蛋白互作图

３􀆰 １􀆰 ３　 ＧＯ 功能注释分析及 ＫＥＧＧ 富集分析　 ＧＯ 功能注释

分析结果显示， 潜在靶点共富集出 １ ００２ 个条目， 涉及生

物过程 （ＢＰ）、 细胞成分 （ＣＣ） 和分子功能 （ＭＦ） 三个

方面， 见图 ５。 ＫＥＧＧ 富集分析结果共得到 ３７ 条通路， 见

图 ６， 包含雌激素信号通路、 催乳素信号通路、 ｐ５３ 信号通

路等。

图 ５　 ＧＯ 功能注释分析 （前 １０ 个条目）
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图 ６　 ＫＥＧＧ 富集分析 （前 ３０ 条通路）

３􀆰 １􀆰 ４　 分子对接　 ＥＲα 蛋白与其原配体 Ｒａｌｏｘｉｆｅｎｅ 的结合

能为 － １１􀆰 ８ ｋＪ ／ ｍｏｌ， ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ、 ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ、 ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ 与

ＥＲα 蛋白的结合能分别为－８􀆰 ４、 －７􀆰 １、 －６􀆰 ３ ｋＪ ／ ｍｏｌ， 均具

有较好契合力， 见图 ７～８。

注： 左侧为局部图， 右侧为整体图。

图 ７　 雷洛昔芬与 ＥＲα对接图

３􀆰 ２　 实验验证

３􀆰 ２􀆰 １　 睾丸、 附睾脏器指数　 与空白组比较， 模型组大鼠

睾丸、 附睾脏器指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益

肾通络补气方低剂量组大鼠睾丸、 附睾指数无明显变化

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 而中、 高剂量组均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
以高剂量组更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ９。
３􀆰 ２􀆰 ２　 精子浓度与活力　 与空白组比较， 模型组大鼠精子

浓度与活力均下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益肾通络

补气方低、 中、 高剂量组大鼠精子浓度与活力均升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以中、 高剂量组更为显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见

图 １０。
３􀆰 ２􀆰 ３　 睾丸组织 ＥＲα 蛋白表达　 与空白组比较， 模型组大

鼠 ＥＲα 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益肾通

络补气方低、 中、 高剂量组大鼠 ＥＲα 蛋白表达均升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 １１～１２。
４　 讨论

少弱精子症已成为目前男性不育的关注焦点， 但其具

体病理机制尚未明确。 近 ５０％ 的不孕不育夫妇检查后发现

男性精液参数存在异常， 其中少弱精子症就占 ７５％ ［９］ 。 随

着不育男性逐渐增加， 严重影响患者的身心健康以及和伴

侣的家庭和谐。
中医认为少弱精子症是以肾精亏虚为本， 夹杂湿热、

血瘀、 痰浊、 气滞等， 本标结合则为该病的基本病机。 益

肾通络补气方由河南省中医院内制剂， 主要用于补肾填精、
健脾益气、 活血通络， 方中主要药物菟丝子、 淫羊藿、 黄

芪、 党参、 枸杞子、 川牛膝、 熟地黄都是中药复方中的常
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注： 左侧为局部图， 右侧为整体图。

图 ８　 柚皮素、 芒柄花黄素、 川陈皮素与 ＥＲα对接图

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 各组大鼠睾丸、 附睾脏器指数 （ｎ＝５）

用经典药物， 临床也应用广泛。 研究发现， 含有菟丝子、
淫羊藿、 枸杞子等药物的黄精赞育胶囊可明显改善少弱精

子症大鼠睾丸组织形态， 提高精子活力和数量， 进而促进

　 　 　 　 　

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 各组大鼠精子浓度、 活力 （ｎ＝５）

图 １１　 各组大鼠睾丸 ＥＲα蛋白表达 （电泳图）

性腺轴功能恢复［１０］ ； 由李曰庆教授研制含有菟丝子⁃枸杞子

药对的补肾生精丸对腺嘌呤损伤造成的生精损伤大鼠生精

细胞具有保护作用， 其机制是通过抗氧化作用增强超氧化

物歧化酶 （ＳＯＤ） 活性、 降低一氧化氮合酶 （ＮＯＳ） 活性；
影响一氧化氮 （ＮＯ）、 丙二醛 （ＭＤＡ） 水平， 同时也可抑

制细胞凋亡［１１⁃１２］ ； 淫羊藿育宝汤以淫羊藿为君药采用以补

肾温阳法可有效改善肾阳亏虚型男性不育患者精液异常状

况， 从而提升其授孕能力［１３］ ； 黄芪注射液也可通过 ＥＲ 发

挥疗效［１４］ 。 实验发现， 在补肾同时给以活血化瘀药物对少

弱精子症也存在一定疗效［１５］ 。
经过网络药理方法筛选并结合大量文献发现， 与益肾

通络补气方有效靶点的关联度最高的是雌激素信号通路、

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １２　 各组大鼠睾丸 ＥＲα蛋白表达 （ｎ＝５）

催乳素信号通路、 ｐ５３ 信号通路。 研究显示， 雌激素在男性

生殖中发挥重要作用， 且睾丸和精液中含量很高， 其受体

广泛分布于男性生殖系统睾丸、 前列腺等器官中［１６］ 。 ＥＲα
在雄性生殖系统中的作用逐渐受到关注， 其可通过配体依

赖和非依赖途径对雄性生殖功能起重要调节作用， 可影响

精子的发生和成熟［１７］ 。 研究发现， ＥＲα 敲除 （ ＥＲαＫＯ）
小鼠模型附睾尾部出现明显精子数量减少， 运动活性降低

等表现［１８］ 。 通过敲除成年雄性小鼠 ＥＲα 基因后发现， 该基
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因敲除小鼠睾丸发生萎缩， 精子形态明显异常且数目减少、
并且生殖能力下降， 最终导致不育现象［１９］ 。 雌激素作为生

殖系统疾病关键激素， 其相关受体 ＥＲα 对于男性不育中少

弱精子症也存在重要影响。
通过 ＧＯ 富集分析得出， 益肾通络补气方中有效成分

对应靶点的生物过程及分子功能中， 数目最多为小分子代

谢过程的调控、 细胞对氧化应激的反应、 对类固醇激素的

反应。 其中氧化应激会引起类固醇合成相关酶的活性下降，
从而对生殖重要激素———睾酮的合成和代谢产生影响； 且

睾丸氧化应激损伤同样会导致生精细胞凋亡［２０］ 。 这些靶点

均能对生殖相关性腺激素睾酮起调节作用， 证实益肾通络

补气方对治疗男性不育相关疾病少弱精子症存在一定疗效。
经上述研究并结合分子对接结果显示， ＥＲα 为益肾通

络补气方治疗少弱精症的核心靶点。 方中活性成分柚皮素、
芒柄花黄素、 川陈皮素与 ＥＲα 蛋白均具有较好契合力， 结

合活性强且结构稳定。
为进一步验证益肾通络补气方对少弱精子症作用机制

的网络药理学分析结果， 本实验研究益肾通络补气方对少

弱精子症大鼠睾丸、 附睾脏器指数， 精子浓度与活力， 睾

丸组织 ＥＲα 蛋白表达的调控作用进行实验验证。 结果发

现， 益肾通络补气方中、 高剂量组睾丸指数、 附睾指数、
精子浓度与活力表达均呈升高趋势， 且以益肾通络补气方

高剂量组显著， 并且益肾通络补气方低、 中、 高剂量组还

可增高 ＥＲα 蛋白表达。 由此推测， 益肾通络补气方可通过

调控 ＥＲα 表达达到改善精液质量的目的， 对少弱精子症具

有治疗效果。
综上， 益肾通络补气方对少弱精子症具有明确的作用

效果。 本文基于网络药理学结合相关实验验证， 研究益肾

通络补气方对少弱精子症的具体作用靶点及机制， 为中药

复方治疗少弱精子症机制研究提供了方法借鉴， 也对临床

运用中药复方治疗少弱精子症提供重要理论和实验依据。
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